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　ヒトのエキノコックス症は，包虫属のE6痂ηooo60鷹
窺％1’ゴ106磁廊（多血条虫，Em），　Eg名詮π10s粥（単包条
虫，Eg），　E〃og協そしてEo♂忽α’加％sの幼虫寄生が原
因となって発症する寄生虫症である1）．そのうちEgは全
大陸に分布し，ヒト及び家畜に発生する人畜共通寄生虫感
染症の原因として知られ1），畜産業従事者を中心に公衆衛
生上の大きな問題となっている2）．一方，Emは北半球に
分布し，日本では北海道に見られ，多血性エキノコックス
症（AE症）の原因となっている．近年，媒介動物である
キタキツネの感染が道内全域に広がっており，同時に住民
におけるAE症の発生も全道に拡大している3）．こうした
状況下において，北海道ではAE症対策として血清診断に
よる住民検診を行ってきた4）．その中で，一次スクリーニ
ングとして，マイクロプレートを用いた酵素免疫測定法
（ELISA法）を実施している5）．しかしながら，現在の全
検査工程は翌日の午後にまで及ぶ長時間を要する．そこで
今回我々は，精度を維持しつつより迅速な検査法を目指し
て検討を行った．その結果，従来法と比べて判定基準を変
更することなく最大3時間の短縮につながる発色法を見い
だしたので報告する．
方 法
1．使用血清
　行政検査受検者（20名）と，医療機関で採血された検
体が検査・研究に使用される旨の説明を受け，了承した新
規患者（8名），術後の経過観察者（12名）及び健常者
（20名）の血清，計60名分を使用した．
2．検査用抗原
　人為的にコトンラットに感染増殖させたEmの幼虫組
＊国立感染症研究所寄生動物部
織から調製した粗抗原をコーティング緩衝液（0．05M
NaHCO3／Na2CO3，　pH　9．6）で希釈して抗原液とした6）．
粗抗原の希釈倍率（40，000倍）は，AE症患者血清と健常
者対照血清との間でVollerの方法7）に従いボックスタイ
トレーションを行い決定した．
3．検査手順
　96穴マイクロプレート（三光純薬㈱製EIAフラットプ
レート）の各ウェルに抗原液100μLを分注し，37℃で4
時間静置して抗原を固相化させた．0．05％Tween　20を含
むリン酸緩衝生理食塩液（0．05％Tween　20－PBS，　pH
7．4）で3回洗浄後，血清を0．05％Tween　20－PBSで250
倍希釈した測定試料を100μしずつ分注し，4℃で一晩反
応させた．翌朝，プレートを3回洗浄後，二次抗体を加え
反応させた．従来法では，二次抗体として0．05％Tween
20－PBSで2，500倍希釈したアルカリフォスファターゼ標
識ヤギ抗ヒトIgG抗体（Sigma社製）を100μL添加し，
37℃で4時間反応させた．今回新たに検討した方法では，
二次抗体として1，000倍希釈したペルオキシダーゼ標識プ
ロテインA／G（Prozyme社製）を100μL添加し，37℃
で1時間反応させた．反応後，いずれもプレートを3回洗
浄後，発色反応を行った。従来法では，ジエタノールアミ
ン緩衝液（pH　9．8）中，かニトロフェニルリン酸ニナト
リウム（DNP，和光純薬工業㈱製）が1mg／mしの濃度
になるように調製した基質液を100μしずつ加えた．一方，
新たに検討した方法では，発色用の市販キット（Zymed
社製ABTS　substrate　kit　for　HRP）を用い，0．03％の過
酸化水素を含む0．IMクエン酸緩衝液（pH4．2）中に
2，2Lアジノージー（3一エチルーベンズチアゾリン硫酸）
（ABTS）をマニュアルに従って滴下して調製した基質液
を100μしずつ加えた．後述するが，実際の検査用の手順
としては，37℃で7～8分間かけて充分に反応させたとこ
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ろで，従来法では405nm，　ABTSを用いた新たな方法で
は415nmで吸光度（OD値）をマイクロプレートリー
ダー（BIORAD社製Model　680）を用いて測定した．発
色させると，従来法は黄色系の色，新法では青緑系の色に
なるので，以下，従来法をY法，新法をB法とする．なお，
反応を停止する場合には，Y法では3NNaOHを50μL，
B法では1％SDSを25μL添加して行った．
結果と考察
　上記の検査手順に従い発色させた結果，視覚的にはB法
の方が色のコントラストが明瞭で，判定が容易であった．
このため，実際の検査においては陽性コントロールのOD
値が1に近い時点で反応を停止するので，停止液を添加す
るタイミングが計りやすかった．
　Fig．1はY法とB法それぞれにおける陽性コントロール
と，ある1検体のOD値を2分おきに測定して経時変化を
観察したものである．これによると，従来のY法の方が直
線的に上昇する傾向が認められたのに対し，B法は若干上
に凸のカーブを描きながら上昇した．ただし，判定に用い
る値（ELISA値）は，陽性コントロールのOD値に対す
る各検体のOD値の相対値で示している．すなわち，次の
式を用いて算出される．
　ELISA値＝検体のOD値／陽性コントロールのOD値
　この定義に基づいて2寝おきに算出したELISA値は，
Fig．2に示すように，約8分以降，どちらの方法で測定し
ても非常に安定していた．しかも，計算結果は2つの方法
ともほぼ同じ値で推移した．OD値の経時変化がY法に比
べて若干，カーブ状に上昇するB法においても，ELISA
値の算出には問題はないことが示された．すなわち，少な
くとも経過を追った反応時間18分までは，陽性コント
ロールと検体のOD値の相対比率が維持されていることを
確認した．
　同様にして，発色反応時間8分時における多数検体
（N＝60）のELISA値をプロットしてY法とB法の相関
性を調べ，Fig．3に示した．2つの方法は非常に高い相関
（72＝0．969）を示し，直線の傾きも0．996とほとんど1に
近いので，どちらの方法で測定しても，別の診断基準を設
ける必要はなく，現行のカットオフ値を適用できた．従っ
て，これまで蓄積されてきたデータとの連動性も保持され
たまま，代替法となり得ることが判明した．また，カット
オフ値である0．5近辺の値を示す症例のうち，Y法とB法
で0．5をはさむ結果になったものが2例あったが，両法と
も検出すべき患者を見逃すことはなかったので，感度の点
でも問題はなかった．
　さらに検査に要する時間についても，今回検討したB法
では二次抗体を反応させる際，反応時間は1時間で充分で
あった．Y法では，アッセイ問変動を少なくし，安定した
反応結果が得られるためには3～4時間を要した（未発表
データ）が，それに比べてB法では最大3時間短縮できた．
　今回のB法の検討により，例えばY法で使用する試薬の
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ロット異常等，不測の事態が生じたとしても，即それに
取って代わり同等の結果が得られる代替法を用いることが
できることになり，今後もAE症の行政検査・一般依頼検
査を担っていく上で，重要な知見であると考えられる．
　本研究は平成15年度より開始された部計上研究「四類
感染症エキノコックス症の予防と臨床に関する研究」の一
環として行われた．
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